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1.1 EZIOPATOGENESI ATEROSCLEROSI: 
La placca aterosclerotica è caratterizzata dall’attivazione delle cellule endoteliali, 
dall’infiltrazione di cellule derivate dal sangue circolante, soprattutto monociti e 
linfociti e dalla migrazione di cellule muscolari lisce dalla media all’intima. 
L’aterosclerosi è un processo in progressione che dopo un periodo silente più o 
meno lungo può divenire clinicamente manifesta. 
I fattori patogenetici fondamentali sono (1): 
· disfunzione endoteliale. 
· stress ossidativo e ossidazione delle LDL 
· infiammazione 
1.1.1 DISFUNZIONE ENDOTELIALE E ATEROSCLEROSI 
L’endotelio vascolare svolge un ruolo critico nelle funzioni omeostatiche e 
fisiologiche della struttura vascolare. In risposta a stimoli biochimici e meccanici le 
cellule endoteliali sintetizzano ed elaborano numerosi fattori in grado di modulare il 
tono vascolare, i processi infiammatori e trombotici ed infine la crescita vascolare 
(2).  
Una varietà di insulti possono danneggiare la struttura e/o la funzione dell’endotelio 
vascolare; essi comprendono insulti fisici, biochimici e immunitari. Tali insulti 
inducono a livello endoteliale uno sbilanciamento nel rilascio di fattori vasocostrittori 
e vasodilatatori con conseguente alterazione della vasodilatazione endotelio-
dipendente, definita come “disfunzione endoteliale”(3). 
Alcuni fattori di rischio sono stati strettamente associati alla disfunzione endoteliale. 
Si tratta dei classici fattori di rischio cardiovascolare non modificabili,quali età e 
sesso, e modificabili, quali l’ipercolesterolemia  (che appare essere il fattore di 
rischio maggiormente implicato nella patogenesi della malattia aterosclerotica), il 
fumo di sigaretta, il diabete mellito, l’ipertensione arteriosa, l’iperomocisteinemia (4-
8).  
Numerosi studi hanno dimostrato che lo stress ossidativo  e l’infiammazione 
giocano un ruolo fondamentale nella patogenesi della disfunzione endoteliale (9)che 
è comunemente attribuita ad una ridotta disponibilità di ossido di azoto (NO) (10).  
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1.1.2  STRESS OSSIDATIVO E ATEROSCLEROSI 
I ROS (Reactive Oxygen Species) sono molecole reattive che contengono 
ossigeno; tra questi quelli biologicamente più importanti sono il superossido (O2.-), il 
perossido di idrogeno (H2O2) ed il radicale idrossilico (OH-) (11). 
Tutte le cellule producono normalmente ROS a livello mitocondriale, tramite xantina 
ossidasi, citocromo P450 (CYP-1), mieloperossidasi e soprattutto  NADPH ossidasi 
(12). Normali livelli intracellulari di ROS mediano la traduzione di vie di segnale 
intracellulare mentre all’opposto, livelli elevati possono causare l’inizio di un 
processo infiammatorio, di apoptosi o di necrosi (13) . 
Numerose evidenze indicano che lo stress ossidativo che  è determinato 
dall’aumento dei ROS, soprattutto (O2.-), innesca ed amplifica il processo 
aterosclerotico mediante induzione di alterazioni a carico dell’espressione genica, 
promozione dell’infiammazione e disfunzione endoteliale (13-15). 
Benchè gli studi sperimentali abbiano osservato che esiste uno stretto legame 
eziologico tra l’incremento dello stress ossidativo a livello vascolare e lo sviluppo di 
aterosclerosi, la principale difficoltà della misurazione dei ROS in vivo è dovuta al 
fatto che la loro emivita è molto breve (16). La maggior parte delle metodiche per il 
dosaggio dei ROS non è utilizzabile nell’uomo o in altri organismi viventi (17).  
Nell’uomo lo stress ossidativo si misura indirettamente e si ricercano biomolecole 
ossidate, quali le oxLDL, i perossidi dei lipidi o loro derivati come l’ MDA, altre 
modificazioni ossidative di proteine (es: nitrotirosine)  o  prodotti ossidati dell’acido 
arachidonico o di altri acidi grassi poliinsaturi (es:isoprostani).  
1.1.2.1 PRODOTTI DI PEROSSIDAZIONE LIPIDICA: FOSFOLIPIDI OSSIDATI 
(ox-PAPC) 
Il fosfolipide 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine (PAPC) è il 
principale componente delle membrane cellulari e delle lipoproteine. L’ ossidazione 
del PAPC (ox-PAPC) dà luogo ad una pletora di differenti prodotti di reazione di 
uguale peso molecolare ma diversa formula di struttura. Gli ox-PAPC che sono 
presenti nei siti di infiammazione cronica, nelle membrane delle cellule apoptotiche 
e nelle ox-LDL, vengono considerati un marker affidabile di aterosclerosi (18).  
Il principale effetto proinfiammatorio degli ox-PAPC e dei loro componenti è dovuto 
alla loro capacità di aumentare l’adesione ed il binding dei monociti alle cellule 
endoteliali e di impedire l’adesione dei neutrofili inibendo la produzione di E-selectin 
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indotta da lipopolisaccaride (18). Infine, gli ox-PAPC generati dal processo 
infiammatorio o dall’apoptosi, modulano la risposta infiammatoria, inducendo 
l’espressione di numerosi geni inerenti la via di segnale NF-E2-related factor 
2/antioxidant related element (Nrf2/ARE), che codificano per la fase II di 
detossificazione e per  proteine antiossidanti (19).  
1.1.2.2  PRODOTTI DI PEROSSIDAZIONE LIPIDICA: LISO-FOSFATIDILCOLINA 
(liso-PC) 
La liso-PC è localmente generata a livello sottoendoteliale per azione della 
fosfolipasi A2 (Lp-PLA2) secretoria da parte dei macrofagi. La liso-PC induce la 
chemiotassi  dei monociti e T linfociti (20), la produzione di molecole di adesione 
(20),  la produzione di fattori di crescita (PDGF,FGF) (21), favorisce la migrazione e 
proliferazione delle cellule muscolari lisce vascolari (22-25), inibisce la sintesi del 
nitrossido (NO) a livello endoteliale (26). La liso-PC, dopo essere stata prodotta, in 
parte si riversa in circolo dove  è trasportata dalle ox-LDL ( 20)  
Takeshita e collaboratori hanno osservato che la liso-PC, , induce la produzione di 
ROS attraverso la via NADPH ossidasi in cellule endoteliali(25). 
Evidenze in vivo dimostrano che in pazienti con diabete mellito, soprattutto con 
complicanze macrovascolari, i livelli di liso-PC nelle LDL sono più elevati rispetto ai 
non diabetici (27,28). La dimostrazione di un’aumentata produzione di liso-PC nella 
circolazione coronarica di pazienti con aterosclerosi in fase iniziale e del ruolo  
fondamentale che la liso-PC gioca anche nella disfunzione endoteliale indotta dalla 
Lp-PLA2 suggeriscono che la liso PC possa giocare un ruolo importante anche 
nelle fasi precoci dell’aterosclerosi. (28-29). 
1.1.2.3   RISPOSTA CELLULARE ALLO STRESS OSSIDATIVO 
GLUTATIONE (GSH) 
Il tripeptide l-g-glutamyl-l-cysteinyl-glycina, o glutatione (GSH), un tiolo ubiquitario, è 
un fondamentale antiossidante che svolge un ruolo chiave nel mantenimento dello 
stato ossido-riduttivo (redox) cellulare  e dei meccanismi di difesa cellulare 
aumentati dallo stress ossidativo (30). Numerose evidenze infatti dimostrano che 
condizioni associate ad aumentato stress ossidativo modulano i segnali intracellulari 
redox-mediati alterando l’equilibrio omeostatico del GSH.  
La ?-glutamilcisteina sintasi (gGCS),  è uno degli enzimi chiave nella sintesi di GSH 
Il maggior antiossidante intracellulare è il glutatione (GSH). Il GSH è sintetizzato a 
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partire da cisteina, glicina e glutammato e la disponibilità di cisteina è l’elemento 
limitante (31) 
ll GSH regola l’espressione e l’attivazione di fattori di trascrizione redox-sensibili 
indotti da stress ossidativi (32). 
Si è osservato un incremento dell’ossidazione GSH nel diabete mellito tipo 2 (33) e 
durante esposizione al fumo di sigaretta (34,35). Il fumo di sigaretta contiene 
composti ( come acroleina) che reagiscono con il GSH, così come I ROS che 
ossidano il GSH alla sua forma disulfidica (GSSG), determinando una riduzione dei 
livelli plasmatici di GSH (35,36). 
1.1.2.3.1  SISTEMA ANTIOSSIDANTE VIA NRF2-ARE MEDIATA  
Nuclear erythroid-related factor 2 (Nrf2) è un fattore di trascrizione redox-sensibile 
che svolge un ruolo fondamentale nella antioxidant response element (ARE)-
mediata induzione di enzimi di detossificanti di fase II e di enzimi antiossidanti. La 
via di segnale Nrf2/ARE è coinvolta in numerosi processi immuni ed infiammatori; 
inoltre ci sono numerose evidenze  del suo ruolo protettivo a livello dei macrofagi e 
delle cellule endoteliali (37,38). 
Sono molti gli studi che riportano che tutti questi enzimi “Nrf2 correlati” svolgono un 
ruolo critico nella protezione di numerosi tessuti fornendo spesso in modo sinergico 
un’azione citoprotettiva, antiossidante ed anti-infiammatoria (39,40). L’attivazione 
dei geni che contengono la regione ARE dipende da un fattore di trascrizione 
chiamato Nrf2  che si trova nel citoplasma in forma inattiva legato all’inibitore Keap1; 
segnali di attivazione dell’ARE staccano il legame Nrf2-Keap1 e permettono la 
traslocazione nel nucleo dell’Nfr2 con attivazione delle sequenze ARE e 
conseguentemente dei geni degli enzimi e proteine detossificanti,  quali: 
NADP(H):quinone ossidoriduttasi 1 (NQO1, superossido dismutasi (SOD), 
glutatione-S-trasferasi (GST), glutatione per ossidasi,  gGCS (41). 
Da quanto appena esposto appare evidente che questi enzimi “Nrf2 correlati” 
svolgono un fondamentale ruolo antiossidante e citoprotettivo  
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1.1.3 STRESS OSSIDATIVO E INFIAMMAZIONE: RUOLO DEL 
FATTORE DI TRASCRIZIONE NFKB 
Qualora i sistemi di antiossidazione non siano efficienti nel mantenere lo stato redox 
cellulare, l’escalation ossidativa condurrebbe ad attivazione della cascata delle 
MAPKs con conseguente espressione di citochine proinfiammatorie, chemochine e 
molecole di adesione (42).  Tale espressione avviene sotto il controllo del fattore di 
trascrizione Nuclear Factor (NF)-kB,  il  primo fattore di trascrizione redox-sensibile 
che è stato dimostrato rispondere direttamente allo stress ossidativo.   
L’ NFkB nelle cellule non stimolate si localizza nel citoplasma tramite legame con le 
proteine inibitorie della famiglia kappa B (IkB)(42). In risposta a numerosi stimoli 
cellulari (come fumo di sigaretta,  AGEs, oxLDL, citochine, LPS, shear stress, etc.) 
l’Ikb-alfa viene staccato dal complesso con l’ NfkB e sottoposto a degradazione 
proteolitica. Questo processo coinvolge la fosforilazione dell’Ikb-alfa per azione di 
membri della famiglia IkB-chinasi (IKK). La degradazione dell’Ikb-alfa permette l’ 
“attivazione” dell’Nf-kB, cioè la sua traslocazione dal citoplasma al nucleo, dove 
legandosi a specifici elementi promoter del DNA induce la trascrizione di numerosi 
geni infiammatori, tra i quali citochine, chemochine e molecole di adesione (42).   
In condizione fisiologiche l’NO esercita un’ importante azione inibitoria sull’ NfkB 
(80), mentre una caratteristica comune degli stimoli in grado di attivare tale sistema 
sembra essere l’aumento della concentrazione intracellulare dei ROS ed in 
particolare il superossido ed il perossido di idrogeno. Sembra quindi logico 
ipotizzare che in presenza di fattori di rischio che determinino una riduzione della 
biodisponibilità di NO, secondaria ad un’aumentata produzione di ROS, esista un 
forte stimolo all’attivazione dell’NFKb (43)  
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1.2 VALUTAZIONE DELL’ AT EROSCLEROSI 
PRECOCE 
1.2.1 ISPESSIMENTO INTIMA-MEDIA (IMT) 
Decenni  di alterazioni silenti delle pareti arteriose precedono  l’evento clinico 
cardiovascolare, che quindi  riflette la presenza di una patologia aterosclerotica 
avanzata.  Le prime alterazioni morfologiche delle pareti arteriose possono essere 
visualizzate tramite ultrasonografia (US) B-mode Questa metodica non invasiva, ad 
elevata risoluzione è una delle migliori  per l’identificazione delle fasi più precoci 
dell’aterosclerosi perché consente una risoluzione migliore rispetto all’angiografia 
sia tradizionale che con risonanza magnetica (44). Pertanto l’US è stata utilizzata in 
numerosi studi per valutare lo spessore dell’ intima-media (IMT) a livello della 
carotide comune, come marker di aterosclerosi preclinica (45).  E’ stato ampiamente 
dimostrato che in presenza  di fattori di rischio per aterosclerosi si ha 
un’accelerazione dell’IMT, che è strettamente correlata all’incidenza di eventi 
cardiovascolari (45,46). Inoltre recenti studi epidemiologici hanno dimostrato che la 
riduzione dell’IMT è significativamente correlata con la riduzione del rischio 
cardiovascolare (45). 
1.3 VALUTAZIONE DELLA DISFUNZIONE 
ENDOTELIALE:  
1.3.1 FLOW-MEDIATED DILATATION (FMD)  
Il termine “disfunzione endoteliale” identifica una condizione patologica 
caratterizzata da cellule endoteliali anatomicamente integre, ma la cui 
attivazione, invece di determinare esclusivamente la produzione di NO, attiva 
in modo parallelo la formazione di stress ossidativo. L’NO in condizioni di 
stress ossidativo tende reagire con i ROS formando perossinitrito (ONOO-), 
che è altamente reattivo ed in grado di esacerbare lo stress ossidativo ed 
infiammatorio in atto. La disfunzione endoteliale è pertanto una condizione 
patologica caratterizzata da una ridotta biodisponibilità di NO. 
È stata da tempo descritta una progressiva riduzione della funzionalità endoteliale 
con il progredire dell’età (47,48); il meccanismo che ne sta alla base rimane 
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sconosciuto, ma può essere relazionabile alla maggior produzione di ROS che si 
osserva come fenomeno età-correlato (49). nei pazienti con ipertensione arteriosa 
si ha una riduzione FMD a livello periferico (50) e dei vasi coronarici (51,52); grado 
di disfunzione endoteliale dipende dalla severità e dalla durata dell’ipertensione 
arteriosa (50). 
La disfunzione endoteliale dimostrata nei pazienti affetti da diabete mellito tipo 2 è 
mediata da elevati livelli di glucosio. e sembra secondaria a minor biodisponibilità di 
NO causata dal maggior rilascio di ROS (53,54) 
Anche l’ipercolesterolemia si associa ad un’alterata risposta vasodilatante 
verosimilmente dovuta a inattivazione di NO mediata dai ROS generati dalle LDL 
nello spazio subendoteliale (55). 
La riduzione della FMD che è stata dimostrata sia nei fumatori (56,57) che nei 
soggetti esposti a fumo passivo (57,58), sembra correlata al numero di sigarette 
fumate e risulta solo parzialmente reversibile dopo cessazione dell’abitudine 
tabagica (56). 
Anche in questo caso, come già dimostrato per gli altri fattori di rischio,  l’alterata 
vasodilatazione sembra essere causata da una ridotta biodisponibilità di NO (60-
63). L’importanza della valutazione FMD è dimostrata dal fatto che “sentinella” di 
eventi aterogenetici ( 64 ). 
Il riscontro strumentale di disfunzione dell’endotelio rappresenta una spia di malattia 
cardiovascolare, un potenziale strumento per una migliore stratificazione del rischio 
e un elemento d’ausilio nell’identificazione di soggetti con lesioni stabili avanzate 
(65-67).  
Molti studi confermano un aumento del rischio a breve  e a lungo termine associato 
alla progressiva compromissione FMD (68). 
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2 SCOPO DELLA TESI 
 
Da quanto finora esposto appare evidente che la disfunzione endoteliale e lo 
spessore intima-media sono fenomeni precoci che precedono la formazione delle 
placche aterosclerotiche, e potenzialmente reversibili. Anche se è noto il ruolo 
patogenetico dello stress ossidativo nella disfunzione endoteliale, i meccanismi 
fisiopatologici che li legano sono complessi e non ancora completamente chiariti.  
Lo stress ossidativo è in grado di attivare il fattore di trascrizione redox-sensibile Nf-
kB, che gioca un ruolo chiave nell’induzione genica di molecole di adesione e 
citochine, nonché la via Nrf2/ARE, che è fondamentale nel mantenere un’attività 
antiossidante contro i radicali liberi.  
 
Poiché il fumo di sigaretta è considerato uno dei principali induttori di stress 
ossidativo, in quanto contiene enormi quantità di radicali liberi, lo scopo di questo 
progetto è stato inizialmente di valutare in soggetti sani di giovane età fumatori 
confrontati con non fumatori: 
a) la presenza disfunzione endoteliale ed aterosclerosi subclinica. 
b) la presenza di stress ossidativo, mediante la misurazione della concentrazione 
plasmatica  e nelle cellule circolanti dei fosfolipidi ossidati. 
c) le difese antiossidanti, mediante la concentrazione plasmatica e cellulare di GSH ed 
il grado di infiammazione, mediante la misurazione dei livelli circolanti di hsPCR  
d) l’espressione genica di Nrf2 e g-GCS e di IkBa nei linfomonociti circolanti dei 
soggetti. 
 
Successivamente, e alla luce di questo primi dati, abbiamo esteso lo studio a  soggetti 
a rischio cardiovascolare (intermedio ed elevato) nei quali abbiamo valutato:  
e) la presenza di aterosclerosi subclinica; 
f) la concentrazione plasmatica  di liso-PC,  un nuovo ed emergente marker di stress 
ossidativo,  
g)  le difese antiossidanti, mediante la concentrazione plasmatica e cellulare di GSH 
ed il grado di infiammazione mediante la misurazione dei livelli circolanti di hs-PCR  
h) l’espressione genica di Nrf2 e IkBa nei linfomonociti circolanti dei soggetti. 
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3.1 SELEZIONE DEI PAZIENTI: 
3.1.1  STUDIO FUMATORI  
Hanno partecipato allo studio 90 giovani soggetti sani, di cui 32 non fumatori, 32 
fumatori (5-10 sigarette/die, per almeno 3 anni) e 26 fumatori grandi fumatori (25-40 
sigarette/die, per almeno 3 anni) 
Sono stati esclusi i soggetti con infezione acuta in atto e con fattori di rischio 
cardiovascolare (ipertensione arteriosa, dislipidemia, circonferenza vita >88 cm per 
le femmine e 102 cm per i maschi). 
In tutti i soggetti stati valutati peso, altezza, circonferenza vita, pressione arteriosa e 
frequenza cardiaca. 
L’abitudine tabagica è stata valutata con un questionario nel quale veniva chiesto il 
numero di sigarette fumate al giorno, gli  anni di abitudine al fumo e l’eventuale 
sospensione temporanea dell’abitudine tabagica (indicando la durata). E’ stata 
inoltre misurata l’ emissione di CO nell’aria espirata, come parametro oggettivo 
dell’abitudine tabagica (Smokerlyzer, Bedfont, Upchurch, UK). I prelievi sono stati 
eseguiti dopo 12 ore di digiuno. L’esame emocromocitometrico, il profilo lipidico 
(colesterolo totale, colesterolo HDL e colesterolo LDL e trigliceridi), glicemia, AST, 
ALT, GGT e funzionalità renale sono stati determinati con i metodi standard. Per la 
determinazione quantitativa della PCR-hs plasmatica è stato utilizzata una metodica 
ad elevata sensibilità. 
Tutti i soggetti hanno aderito allo studio dopo consenso informato. 
3.1.2 STUDIO PAZIENTI A RISCHIO CARDIOVASCOLARE INTERMEDIO-
ELEVATO: 
Sono stati selezionati soggetti di ambo i sessi, di età compresa tra 35 e 75 anni, che 
avessero almeno 2 fattori di rischio cardiovascolare. Sono stati esclusi dallo studio: 
pazienti con evento vascolare in atto o nei precedenti 6 mesi, pazienti con 
insufficienza renale cronica, patologie neoplastiche o infiammatorie croniche.  
I soggetti  partecipanti allo studio sono stati suddivisi in due gruppi,  il primo 
(RISCHIO INTERMEDIO) costituito da pazienti a rischio cardiovascolare intermedio,  
con almeno due fattori di rischio (ipertensione arteriosa, abitudine tabagica >10 
sigarette/die, obesità addominale, dislipidemia e familiarità);  il secondo gruppo 
(RISCHIO ELEVATO,) formato da soggetti ad alto rischio, cioè con malattia 
aterosclerotica nota (anamnesi per coronaropatia e/o arteriopatia periferica ed 
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evento ischemico cerebrale) o con diabete mellito tipo II.  
Quantificazione del rischio cardiovascolare 
Per la valutazione del rischio cardiovascolare abbiamo utilizzato l’Heart Score per 
Paesi europei a basso rischio, che utilizza come parametri rispettivamente l’età, il 
sesso, la pressione arteriosa sistolica, il colesterolo totale e l’abitudine tabagica. 
Non abbiamo utilizzato l’ATP III perché è calcolato sul paziente statunitense e se 
applicato alla nostra popolazione tende a sovrastimarne il rischio; il Progetto Cuore, 
invece, che è stato disegnato per la popolazione italiana, non considera pazienti di 
età superiore ai 69 anni, quindi escludeva alcuni soggetti del nostro campione di 
studio.  
3.2 MISURAZIONE DI  IMT CAROTIDEO 
Nel nostro studio la misurazione dell’ IMT è stata eseguita secondo quanto 
dichiarato nel  consensus IMT di Mannheim (44). In particolare tutte le immagini 
sono state ottenute con un Ecografo B-Mode (Envisor CHD, Philips) utilizzando una 
sonda lineare da 7.5 MHz. L’IMT è stato misurato in proiezione longitudinale sulla 
parete lontana a livello del centimetro distale della carotide comune, della 
biforcazione carotidea ed al centimetro prossimale della carotide interna sia a destra 
che a sinistra. Tale misurazione combinata che comprende tutti e tre i settori 
rappresenta un indicatore più potente di aterosclerosi rispetto alla sola carotide 
comune (43) . Per ogni sede è stato inoltre misurato sia lo spessore medio che lo 
spessore massimo. Ciascun valore di IMT è stato calcolato in modo automatizzato 
tramite un software (IMT studio, CNR Pisa), che attraverso la selezione del 
segmento di arteria (1 cm) in esame, consente di ottenere un valore che è la media 
di 150 misurazioni eseguite in un periodo estremamente breve (<0.1 secondi). Il 
valore di IMT (sia medio che massimo) riportato nel nostro studio per ogni singolo 
soggetto è pertanto la media di 6 misurazioni. 
3.3 VALUTAZIONE FUNZIONE  ENDOTELIALE  
E’  stata effettuata tramite valutazione della FMD come precedentemente descritto 
(69) .E’ stata utilizzata una sonda lineare da 7.5 mHz  ed un ecografo vascolare 
(Envisor CHD, Philips). Poiché con questa tecnica è possibile misurare variazioni di 
calibro dell’arteria che sono dell’ordine di decimi di mm, abbiamo utilizzato un 
reggisonda a regolazione micrometrica che permette di mantenere la stessa 
posizione della sonda per tutta la durata dell’esame ed un software (FMD studio, 
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CNR Pisa) che permette l’analisi continuativa del calibro vascolare in modo da poter 
identificare con precisione il momento di maggior aumento di calibro. Dopo 
individuazione dell’arteria brachiale e misurazione per circa 1 min del diametro 
basale, viene indotta l’ischemia (per 5 min) a livello dell’ avambraccio attraverso il 
pompaggio di un manicotto a 250 mmHg. Dopo il gonfiaggio l’arteria brachiale è 
stata continuamente monitorata per 5 min (vasodilatazione endotelio dipendente). 
Dopo 15 min di riposo è stato nuovamente misurato il diametro basale per un 1 min; 
successivamente la vasodilatazione endotelio indipendente è stata ottenuta con la 
somministrazione di 25 ug di nitroglicerina (GTN) sublinguale. 
L’FMD e la vasodilatazione GTN-indotta sono state calcolate come la variazione 
massima percentuale del diametro dell’arteria brachiale rispetto al basale, 
utilizzando un software  (FMD studio, CNR Pisa). 
3.4 DETERMINAZIONE DEGLI  ox-PAPC   
PLASMATICI E NELLE M EMBRANE DEI 
LINFOMONOCITI CIRCOLANTI (LMC) 
L’estrazione, la separazione e l’identificazione degli ox-PAPC dai campioni 
plasmatici e LMC, è stata eseguita come precedentemente descritto con alcune 
modifiche. In breve: a 120 µl di campione biologico sono stati aggiunti 300 µl di 
metanolo, 900 µl di cloroformio e 180 µl di fosfato di potassio monobasico (KH2PO4) 
0,5 M. Dopo vigorosa agitazione per 10 min a temperatura ambiente della miscela, i 
campioni sono stati centrifugati a 2000g per 10 min. al fine di ottenere una distinta 
separazione tra la fase organica e quella acquosa. Completato il trasferimento della 
fase organica ed ottenuta l’evaporazione sotto flusso di azoto, l’estratto secco è 
stato  ripreso con miscela di cloroformio-metanolo 1:5 contenente 0,01% di BHT. 
Prima dell’analisi i campioni sono stati nuovamente centrifugati a 2000g per 15 min 
a 4°C. Il sistema che è stato utilizzato per la separazione e l'identificazione dei 
fosfolipidi consta di un HPLC-MS Agilent, serie 1100 con una colonna C8, 5.0 µm 
Waters Spherisorb® (4.6x250 mm), eluizione isocratica con una miscela composta 
da metanolo e acetato ammonio (0.5 M) con rapporto 95:5;  velocita’ di flusso 300 
µl/min, termostatatizzazione della colonna 35°C; volume di campione iniettato 8 µl. 
Parametri specifici del sistema di rivelazione dello spettrometro di massa a trappola 
ionica con interfaccia di ionizzazione ESI: dry temperatura 350°C, dry gas 8 l/min, 
nebulizer 35 PSI; voltaggio d’ingresso del capillare 3500 V. Sono stati presi in 
considerazione i seguenti oxPAPC: 1-hexadecanoyl-2-(5,6-epoxyisoprostane E2 
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oyl)-sn-glycero-3-phosphocholine (PEIPC); 1-palmitoyl-2-(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-
3-phosphorylcholine(POVPC);1-palmitoyl-2-glutaroyl-sn-glycero-3phosphorylcholine 
(PGPC). Modalità di acquisizione utilizzata: single ion monitoring; rapporti m/z 
specifici impostati: 782.7 (PAPC), 828.5 (PEIPC), 610.2 (PGPC) e 594.2 (POVPC). 
3.5 DETERMINAZIONE DELLA liso-PC PLASMATICA  
L’estrazione della lisoPC dai campioni plasmatici è stata eseguita utilizzando il 
metodo Bligh&Dyer con alcune modifiche: a 120 µl di campione biologico sono stati 
aggiunti 300 µl di metanolo, 900 µl di cloroformio e 180 µl di fosfato di potassio 
monobasico (KH2PO4) 0,5 M. Dopo vigorosa agitazione per 10 min a temperatura 
ambiente della miscela, i campioni sono stati centrifugati a 2000 g per 10 min al fine 
di ottenere una distinta separazione tra la fase organica e quella acquosa. 
Completato il trasferimento della fase organica ed ottenuta l’evaporazione sotto 
flusso di azoto, l’estratto secco è stato  ripreso con miscela di cloroformio-metanolo 
1:5 contenente 0,01% di BHT. Prima dell’analisi i campioni sono stati nuovamente 
centrifugati a 2000 g per 15 min a 4°C. Il sistema che è stato utilizzato per la 
separazione e l'identificazione delle liso-PC consta di un HPLC-MS Agilent, serie 
1100 con una colonna C8, 5.0 µm Waters Spherisorb® (4.6x250 mm), eluizione 
isocratica con una miscela composta da metanolo e acetato ammonio (0.5 M) con 
rapporto 95:5;  velocita’ di flusso 300 µl/min, termostatizzazione della colonna 35°C; 
volume di campione iniettato 1 µl. Parametri specifici del sistema di rivelazione dello 
spettrometro di massa a trappola ionica con interfaccia di ionizzazione ESI: dry 
temperatura 350°C, dry gas 8 l/min, nebulizer 35 PSI; voltaggio d’ingresso del 
capillare 3500 V. E’ stata presa in considerazione la 1-palmitoillisofosfatidilcolina 
(LisoPC 16:0); Modalità di acquisizione utilizzata: single ion monitoring; rapporto 
m/z specifico impostato: 496.2.  
3.6 DETERMINAZIONE DELLA  CONCENTRAZIONE 
PLASMATICA E CELLULARE DI GSH 
 
A 240 ul di campione di plasma sono stati aggiunti 25 ul di IS (N-acetil-L-cisteina) 2 
mM, 30 ul di tri-n-butilfosfina (10%) e raffreddato a 4° C per 30 min. 
Successivamente il campione viene deproteinizzato con l’aggiunta di 300 ul di TCA 
10% e centrifugato a 3000 rpm per 10 min. 
A 50 ul di surnatante vengono aggiunti 200 ul di tampone borato 0.2 M (pH 9.5 + 
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EDTA 4 mM) e 50 ul di una soluzione derivatizzante di SBDF (7-fluoro-benzo-2-
cheto-1,3-diazol-4-solfonato) 1 mg/ml. Dopo agitazione, il campione viene incubato 
a 80° C per 30 min, e raffreddato in ghiaccio. 50 ul del campione ottenuto vengono 
iniettati in colonna HPLC Superspher C18 4um (150mm x 4.6 mm I.D. Merck) 
mediante autocampionatore AspecXL Gilson; come fase mobile è stata utilizzata 
una soluzione di tampone fosfato (pH 2.1, acetonitrile 10%) con velocità di flusso di 
1.3 ml/min.Rivelatore di sistema: spettrofluorimetro Jasko ad eccitazione 385 nm ed 
emissione: 515 nm (74). 
3.7 SEPARAZIONE DEI LMC DA  SANGUE 
PERIFERICO  
I LMC dei soggetti sono stati separati mediante Vacutainer Cell Preparation Tube 
(Beckton Dickinson), contenente sodio eparina, gel thixotropico e soluzione Ficoll 
Hypaque.  
Entro mezz’ora dal prelievo il tubo di separazione contenente le soluzioni con 7 ml 
di sangue periferico veniva centrifugato a 1500 rpm per 20 minuti a 20°C. Lo strato 
superiore formato dai LMC, veniva trasferito in provette Falcon da 15 cc e portato a 
volume con PBS sterile. Dopo centrifugazione a 1200 rpm per 5 minuti veniva 
aspirato il sovranatante e risospeso  il pellet in PBS (2ml) da cui sono state 
prelevate due aliquote, rispettivamente di 1500 ml per la determinazione dei 
oxPAPC  e di 500 ml per l’ estrazione dell’ RNA. 
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3.8 ESPRESSIONE GENICA NEI LMC  
3.8.1  ESTRAZIONE DELL’ RNA TOTALE 
Per l’estrazione dell’ RNA cellulare totale è stato utilizzato l’RNeasy Mini Kit  
(Qiagen, Germany), seguendo i consigli descritti nel protocollo della ditta. In breve, 
le cellule in coltura dopo il distacco con tripsina, sono state centrifugate a 1200 rpm 
e il pellet risospeso in Buffer di lisi RLT mentre i LMC venivano lisati direttamente. A 
tutti i campioni, dopo essere stati omogenati e centrifugati a 14000 rpm per 1’, è 
stato aggiunto etanolo 70%; successivamente la soluzione veniva fatta passare 
attraverso una membrana per l’assorbimento dell’RNA alla stessa. Dopo alcuni 
lavaggi, veniva infine eluito con 30 ml di H2O RNase-free. L’RNA veniva conservato 
a -20°C fino al momento dell’uso. 
3.8.2  CONTROLLO QUALITATIVO E QUANTITATIVO DELL’RNA 
Una piccola aliquota (1ml) dell’ RNA totale ottenuto è stata utilizzata per eseguire i 
controlli qualitativo e quantitativo tramite Agilent 2100 Bioanalyzer dotato di Chip 
RNA 6000 Nano. La valutazione oggettiva qualitativa e quantitativa dei singoli 
campioni è stata determinata tramite software dedicato. 
3.8.3  REAL TIME PCR  
PCR Real Time è una tecnica che permette di amplificare un miliardo di volte l’RNA 
di una regione selezionata di un genoma, dopo essere stata trascritta in DNA 
attraverso trascrittasi inversa, purchè si conosca già almeno una parte della sua 
sequenza nucleotidica. La parte nota della sequenza viene utilizzata per disegnare 
due oligonucleotidi sintetici che si trovano ai lati della regione che deve essere 
amplificata e su filamenti diversi. Questi oligonucleotidi servono da primer per la 
sintesi di cDNA in vitro catalizzata da DNA polimerasi. Ogni ciclo richiede un breve 
riscaldamento per separare i due filamenti della doppia elica del cDNA genomico. 
Un successivo raffreddamento del cDNA in presenza di un grande eccesso dei due 
primer permette a questi oligonucletidi di ibridizzarsi a sequenze complementari del 
cDNA genomico. La miscela ibridizzata è incubata con DNA polimerasi e la regione 
a valle di ciascuno dei due primer sono sintetizzate selettivamente. Sono necessari 
da 20 a 30 cicli di reazione per amplificare efficacemente il cDNA. Questa metodica 
è stata condotta con SYBRGreen SuperMix utilizzando MyiQ Thermal Cycler 
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(BIORAD, Hercules CA) per la valutazione dell’espressione dei geni HMOX-1, Nrf-2 
e Ikb? , I primers dei geni gGCS, Nrf-2 e Ikb-a sono stati selezionati usando le 
sequenze pubblicate e il software Beacon Designer e sintetizzati dalla MWG.  
3.9 ANALISI STATISTICA 
I risultati sono stati espressi come media + deviazione standard (SD).  Per  il 
confronto tra variabili continue è stato utilizzato il test t di Student per dati non 
appaiati; per l’analisi statistica tra 3 gruppi è stato utilizzata l’ANOVA e per il 
confronto post-hoc il  test di  Newmann-Keuls.  L’analisi statistica è stata effettuata 
tramite SPSS 11.04 PER Macintosh (SPSS, Chicago, III.) ed è stata considerata 
statisticamente significativa una probabilità p<0.05.  
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4 RISULTATI 
4.1 STUDIO SOGGETTI FUMATORI 
 
SELEZIONE DEI PAZIENTI, DATI ANTROPOMETRICI E PARAMETRI 
BIOUMORALI 
I tre gruppi di soggetti studiati sovrapponibili per età e sesso, mostravano valori di 
pressione arteriosa sia sistolica che diastolica, frequenza cardiaca e circonferenza 
vita, body mass index (BMI) nei limiti di norma. Il profilo lipidico e la glicemia 
rientravano nel range di normalità sia nei soggetti fumatori che nei non fumatori così 
come la funzionalità renale ed epatica. Per quanto riguarda l’abitudine tabagica, i 
soggetti fumatori riferivano un consumo medio di 9,7+4,6 sigarette/die da 9,2+3,4 
anni, i grandi fumatori di 30.2+7.1 sigarette/die, da 8.4+5.1 anni. Come  atteso 
abbiamo riscontrato un significativo aumento  del CO nell’aria espirata nei soggetti 
fumatori rispetto ai non fumatori (rispettivamente 8.9+2.8 ppm nei fumatori, 
19.2+4.2 ppm nei grandi fumatori e  0.3+0.01 ppm nei non fumatori, P<0.001). (dati 
non presentati).  
 
VALUTAZIONE DELLA FUNZIONE ENDOTELIALE E DELLO SPESSORE 
INTIMA-MEDIA (IMT) 
Per valutare la presenza di aterosclerosi subclinica abbiamo inoltre misurato l’IMT a 
livello carotideo. I risultati del nostro studio dimostrano un progressivo significativo 
aumento dell’IMT nei tre gruppi di soggetti: rispettivamente 0.48+0.046 mm nei non 
fumatori, 0.565+0.038 mm nei fumatori e 0.66+0.048 mm fumatori ( p<0.02).(Figura 
1A) 
I valori di FMD a livello dell’arteria brachiale, misura che riflette la funzione 
endoteliale, sono risultati significativamente diminuiti  nei soggetti fumatori rispetto 
ai non fumatori (rispettivamente 2.3+1.1 % nei grandi fumatori, 3.4+1.36 % nei 
fumatori e 4.8+1.5 % (p<0.0) (Figura 2A) 
Come atteso, la risposta vasodilatatoria indotta dal nitrato è risultata simile in tutti i 
gruppi di soggetti (rispettivamente 6.83+1.87% nei non fumatori, 7.24+1.98 nei 
fumatori e 6.59+1.71 nei grandi fumatori). Analogamente il diametro basale medio 
dell’arteria brachiale era sovrapponibile in tutti i gruppi (rispettivamente 3.82+0.74 
mm nei fumatori, 3.91+0.91 nei grandi fumatori e 3.59+0.62 mm nei non fumatori) 
(dati non presentati).  
  
19 
 
PARAMETRI CIRCOLANTI DI INFIAMMAZIONE E STRESS OSSIDATIVO  
Nei soggetti fumatori abbiamo riscontrato un significativo aumento (p<0,01) dei 
livelli plasmatici di ox-PAPC rispetto ai non fumatori; inoltre, i soggetti grandi 
fumatori presentavano valori significativamente più elevati rispetto ai fumatori 
(p<0,01). (Figura 3A) 
Nei tre gruppi di soggetti studiati abbiamo inoltre determinato gli ox-PAPC sulle 
membrane cellulari dei LMC circolanti, nell’ipotesi che i ROS presenti nel fumo di 
sigaretta potessero ossidare anche i fosfolipidi delle membrane cellulari. I risultati 
del nostro lavoro dimostrano un significativo aumento (p<0,01) degli ox-PAPC 
anche sulle membrane dei LMC dei soggetti fumatori rispetto ai non fumatori; 
inoltre, i soggetti grandi fumatori presentavano valori significativamente più elevati 
rispetto ai fumatori (p<0,01).  (Figura 4A)  
I livelli circolanti di GSH sono risultati ridotti nei soggetti fumatori rispetto ai soggetti 
non fumatori in modo statisticamente significativo (non fumatori 6.8+ 0.71 uM; 
fumatori 5.1+0.47uM, grandi fumatori 3.2+0.38) (p<0.01 fumatori verso non fumatori 
e p<0,01 grandi fumatori verso fumatori). Allo stesso modo i livelli di GSH a livello 
LMC risultano ridotti nei soggetti fumatori rispetto ai non fumatori in modo 
statisticamente significativo (non fumatori 2,4+ 0.22; fumatori 1.9+ 0,21;grandi 
fumatori 1.1+ 0.13uM (p<0.01 fumatori verso non fumatori e p<0,01 grandi fumatori 
verso fumatori) (tabella 1A).  
Inoltre nei soggetti fumatori abbiamo evidenziato un significativo aumento dei 
parametri di infiammazione  considerati. In particolare: il numero dei leucociti totali e 
dei neutrofili, nei limiti di norma in tutti e tre i gruppi, è risultato significativamente 
aumentato nei grandi fumatori e fumatori rispetto ai non fumatori (rispettivamente 
7800+881 mm3, 6776+970 mm3,6279+965 mm3, e  4821+754 mm3, 3713+1441 e 
2825+751 mm3 )(p<0,01). Analogamente la PCR, seppur nel range di normalità nei 
tre gruppi di soggetti è risultata significativamente aumentata nei grandi fumatori e 
fumatori rispetto ai non fumatori (rispettivamente 3.5+0.33mg/dl, 1.3+0.15mg/dL e 
0.6+0.07mg/dL)(p<0.01). (tabella 1A). 
 
DATI ESPRESSIONE GENICA 
Abbiamo infine  valutato mediante analisi Real Time PCR nei LMC dei tre gruppi di 
soggetti studiati l’espressione genica di IkB-a, ?del fattore di trascrizione ?Nrf2 e 
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dell’enzima g-GCS. Nei soggetti fumatori i livelli di espressione genica di IkB-a ?sono 
risultati significativamente aumentati rispetto ai non fumatori: (espressione media 
grandi fumatori 8.7+2.5; fumatori 5.12+2.73 e non fumatori 3,14+1.86)(p<0.01grandi 
fumatori verso fumatori e fumatori verso non fumatori). 
L’espressione genica di Nrf2, risulta essere significativamente aumentata nei 
soggetti fumatori rispetto ai non fumatori  (espressione media 8,50+2,45 nei 
fumatori e 4,5+1,86 nei non fumatori p<0.01); mentre risulta essere 
significativamente ridotta nei grandi fumatori rispetto ai fumatori ( p<0,01) 
Analogamente l’espressione genica di g-GCS risulta essere aumentata nei soggetti 
fumatori rispetto ai non fumatori; mentre risulta essere ridotta nei grandi fumatori 
rispetto ai fumatori (p<0.01)( Figura 5A ). 
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4.2 STUDIO PAZIENTI A RISCHIO CARDIOVASCOLARE 
INTERMEDIO-ELEVATO 
 
DATI ANTROPOMETRICI E PARAMETRI BIOUMORALI 
Di 50 soggetti selezionati, 37 sono stati inclusi nello studio e così suddivisi: 16 nel 
gruppo RISCHIO INTERMEDIO (61.6+13.8 anni,  M/F: 9/7) e 21 nel gruppo 
RISCHIO ELEVATO (66.7+6 anni, M/F: 10/11). I due gruppi era sostanzialmente 
sovrapponibili per quanto riguarda la presenza di ipertensione arteriosa, obesità e 
l’abitudine tabagica; al contrario i due gruppi differivano per la presenza di 
dislipidemia (significativamente ridotta) e familiarità (significativamente aumentata) 
nel gruppo RISCHIO INTERMEDIO rispetto al gruppo RISCHIO ELEVATO. In 
questo ultimo gruppo il 48% dei soggetti era diabetico, ed era presente 
coronaropatia nel 42% e patologia carotidea e/o agli arti inferiori nel 28%. Per 
quanto concerne le terapie farmacologiche, i due gruppi non differivano per l’uso di 
ACE-inibitori, beta-bloccanti e diuretici, mentre come atteso, l’uso di statine ed 
antiaggreganti era significativamente più elevato nel gruppo RISCHIO ELEVATO 
(tabella 1B). 
Inoltre i due gruppi di soggetti non mostravano differenze significative per quanto 
riguarda i parametri antropometrici (età, sesso, BMI), i valori di pressione sistolica e 
diastolica e la frequenza cardiaca.  
Infine per quanto concerne gli esami di laboratorio relativi al profilo glicolipidico, 
solamente i valori di trigliceridi e di glicemia a digiuno erano significativamente più 
elevati nel gruppo RISCHIO ELEVATO. 
 
ECOCOLORDOPPLER TSA 
Un primo dato significativo che emerge dai nostri risultati è la dimostrazione che 
l’85% dei pazienti del gruppo RISCHIO INTERMEDIO aveva un esame patologico: 
in particolare nel 31% dei soggetti  si riscontrava aumento dell’IMT, mentre nel 54% 
era presente almeno una placca aterosclerotica. Per quanto riguarda il gruppo 
RISCHIO ELEVATO, il 94% dei soggetti aveva un esame patologico; di questi il 6% 
aveva l’IMT aumentato, mentre l’88% aveva almeno una placca (Figura 1B )  
 
PARAMETRI DI INFIAMMAZIONE E DI STRESS OSSIDATIVO 
La hs-PCR è risultata significativamente più elevata nel gruppo  RISCHIO 
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ELEVATO rispetto al gruppo RISCHIO INTERMEDIO (rispettivamente 4.65+1.35 
mg/L e 2.65+1.17 mg/L; P<0,05), come evidenziato in (Figura 2B) 
I livelli circolanti di liso-PC sono risultati significativamente più elevati nel gruppo 
RISCHIO ELEVATO rispetto al gruppo RISCHIO INTERMEDIO (rispettivamente 
244.6+21 µmol/L e 102.6+13.2 µmol/L; P<0,02) (figura 3B)  
I livelli plasmatici di GSH sono risultati significativamente ridotti nei soggetti a 
RISCHIO ELEVATO rispetto ai soggetti a RISCHIO INTERMEDIO (rispettivamente 
4,6+1,2Um/L e 3.1+1,3 uM ) (p<0,01) (figura 4B) 
 
DATI ESPRESSIONE GENICA: 
L’espressione genica di Nrf-2 è risultata significativamente ridotta nei soggetti ad 
RISCHIO ELEVATO verso i soggetti a RISCHIO INTERMEDIO (p<0,01)(Figura 5B) 
L’espressione genica di IkB-alfa è risultata aumentata nei soggetti a RISCHIO 
ELEVATO rispetto al RISCHIO INTERMEDIO ma in modo non statisticamente 
significativo (Figura 6B)  
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5 DISCUSSIONE 
5.1 STUDIO SOGGETTI FUMATORI 
Decenni di alterazioni morfologiche e funzionali delle pareti arteriose precedono  
l’evento clinico cardiovascolare che quindi riflette la presenza di una patologia 
aterosclerotica avanzata. E’ noto che la disfunzione endoteliale inizia e 
accompagna tutte le fasi dell’aterosclerosi e riveste un importante valore predittivo 
per lo sviluppo di eventi cardiovascolari (66). In questo studio abbiamo dapprima 
valutato la presenza di disfunzione endoteliale ed aterosclerosi preclinica in due 
gruppi di fumatori sani di giovane età, confrontato con un gruppo di non fumatori. 
Abbiamo utilizzato la FMD a livello dell’arteria brachiale e l’IMT a livello delle 
carotidi, perché riconosciuti markers di aterosclerosi precoce (70-71). Un primo 
importante risultato del nostro lavoro è la dimostrazione che il fumo di sigaretta è in 
grado di determinare disfunzione endoteliale ed aterosclerosi preclinica già in 
soggetti giovani (di età inferiore a 30 anni) ed in assenza di altri fattori di rischio 
cardiovascolari. Mentre  è noto che in soggetti di età media-avanzata il fumo di 
sigaretta induce disfunzione endoteliale e aterosclerosi precoce (57) rari sono gli 
studi che hanno valutato soggetti più giovani. In questo contesto è stato 
recentemente pubblicato un lavoro che ha dimostrato in soggetti Cinesi 
apparentemente sani, di età attorno a 40 anni, che il fumo di sigaretta determinava 
una riduzione della FMD ed un aumento dell’IMT (72). A nostra conoscenza questo 
è il primo lavoro che dimostra tali alterazioni anche in soggetti di età inferiore a 30 
anni.  
Sebbene il fumo di sigaretta costituisca uno dei maggiori fattori di rischio per 
aterosclerosi (6), non sono ancora completamente chiariti i meccanismi patogenetici 
attraverso i quali il fumo induce danno vascolare. L’ elevata concentrazione di 
sostanze ossidanti nel fumo di sigaretta e la conseguente attivazione delle cellule 
endoteliali e dei leucociti suggerisce che lo stress ossidativo sia fondamentale 
nell’iniziare tale processo (73,74). E’ stato ipotizzato che la disfunzione endoteliale 
nei fumatori sia causata da una ridotta disponibilità di NO, la più potente molecola 
ad attività vasodilatante prodotta dall’endotelio (75,76). Infatti in condizioni di stress 
ossidativo, l’NO tende reagire con i ROS formando perossinitrito, sostanza priva di 
attività vasodilatante ed in grado di esacerbare lo stress ossidativo ed infiammatorio 
in atto (77).  
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Per cercare di identificare i possibili meccanismi attraverso i quali il fumo induce 
disfunzione endoteliale, abbiamo inizialmente valutato se nei due gruppi di fumatori 
vi fosse un aumentato stress ossidativo ed una riduzione delle difese antiossidanti.  
I nostri risultati dimostrano come la concentrazione plasmatica di ox-PAPC, che 
sono considerati un marker affidabile di stress ossidativo (78), fosse 
significativamente superiore nei grandi fumatori rispetto ai fumatori e ai non 
fumatori. Al contrario abbiamo osservato che i soggetti fumatori, rispetto ai non 
fumatori, presentavano una riduzione della concentrazione plasmatica di GSH. E’ 
da sottolineare che nei soggetti grandi fumatori la concentrazione di ox-PAPC era 
significativamente più elevata e la concentrazione di GSH significativamente 
diminuita rispetto ai soggetti fumatori,a dimostrazione che anche nei soggetti 
giovani l’efficacia dei sistemi antiossidanti è correlata al grado di esposizione al 
fumo) 
Allo scopo di dimostrare se l’aumento dello stress ossidativo nel plasma fosse in 
grado di ossidare i fosfolipidi sulle membrane delle cellule circolanti, abbiamo 
misurato gli oxPAPC nei LMC provenienti dai tre gruppi di soggetti. I nostri risultati  
dimostrano un significativo e progressivo aumento degli ox-PAPC nei LMC 
provenienti dai soggetti non fumatori, fumatori e grandi fumatori.  
Inoltre poiché è stato dimostrato in vitro che gli ox-PAPC modulano la risposta 
infiammatoria inducendo l’espressione di numerosi geni della via Nrf2/ARE (79,80), 
abbiamo valutato l’espressione genica del fattore di trascrizione Nrf2 e di g-GCS, 
enzima fondamentale nella sintesi di GSH. Nei soggetti fumatori, rispetto ai non 
fumatori, abbiamo dimostrato un aumento dell’espressione genica di Nrf2 e di 
gGCS; al contrario e sorprendentemente, i soggetti grandi fumatori presentavano 
una ridotta espressione genica di Nrf2 e g-GCS rispetto ai fumatori. 
Abbiamo infine valutato l’espressione genica di IkBa che riflette l’attivazione del 
fattore di trascrizione redox-sensibile NF-kB, elemento chiave nell’induzione genica 
di molecole di adesione e citochine (81,82). Contrariamente a Nrf2, l’espressione 
genica di IkBa aumentava progressivamente nei fumatori e nei grandi fumatori 
rispetto ai non fumatori.  
Studi in vitro  hanno suggerito come lo stress ossidativo indotto dal fumo sia in 
grado di attivare l’NFkB, nonché la via Nrf2/ARE, che è fondamentale nel 
mantenere un’attività antiossidante contro i radicali liberi normalmente presenti nel 
fumo di sigaretta (83). E' stato ipotizzato che qualora questa protezione dovesse 
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venire meno, l’escalation ossidativa condurrebbe all' espressione di citochine 
proinfiammatorie, chemochine e molecole di adesione (41), sotto il controllo del 
fattore di trascrizione NF-kB. La novità più importante del nostro studio, ottenuta nei 
LMC circolanti dei soggetti fumatori, supporta questa ipotesi dimostrando come nel 
soggetto grande fumatore, l’aumentato stress ossidativo induca un' attivazione 
cellulare in grado di alterare il bilancio tra fattori citoprotettivi e proinfiammatori. In 
questo contesto possiamo interpretare il significativo aumento dei livelli di PCR ad 
alta sensibilità riscontrato nei soggetti fumatori rispetto ai non fumatori. (84)  
In conclusione i risultati di questo studio sono  la prima dimostrazione in vivo che il 
fumo di sigaretta è in grado di attivare non solo le cellule delle vie aeree 
direttamente esposte al fumo, ma anche i LMC circolanti. Un altro aspetto 
estremamente rilevante è che questa attivazione è presente precocemente in 
soggetti di età inferiore a 30 anni, ed in assenza di altri fattori di rischio per 
aterosclerosi. 
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5.2 STUDIO PAZIENTI A RISCHIO INTERMEDIO-ELEVATO 
 
L’importanza di identificare precocemente l’aterosclerosi subclinica, a prescindere 
dal rischio calcolato per singolo individuo, nasce da alcune importanti 
considerazioni: i classici fattori di rischio spiegano solamente la metà degli eventi 
cardiovascolari; ancora oggi la diagnosi viene fatta spesso nel momento in cui il 
paziente ha un evento acuto; studi post mortem, eseguiti in soggetti giovani 
deceduti per altre cause hanno dimostrato la presenza di placche fibrolipidiche a 
livello coronarico (85). Dal nostro studio è emerso come primo dato importante che 
anche se i pazienti nel gruppo a RISCHIO ELEVATO mostrano una patologia 
carotidea di grado significativamente più avanzato, il dato più sorprendente è che 
solamente una minima percentuale dei soggetti a RISCHIO INTERMEDIO non ha 
un interessamento della patologia aterosclerotica a livello carotideo. E’ da segnalare 
inoltre che tra i pazienti con reperto ecografico patologico, in circa la metà dei 
soggetti è stata riscontrata la presenza di almeno una placca carotidea. I nostri 
risultati concordano con due recenti studi epidemiologici che hanno valutato la 
presenza di patologia carotidea in diverse categorie di rischio cardiovascolare ed 
hanno evidenziato una prevalenza di placche carotidee nel 30-35% dei pazienti 
classificati come a rischio basso o intermedio (86,87). Appare evidente che il rischio 
calcolato con le carte attualmente in uso, sia sottostimato in questi pazienti che 
dovrebbero essere quindi riclassificati come a rischio elevato  
Abbiamo quindi voluto verificare l’ ipotesi che in presenza di numerosi fattori di 
rischio cardiovascolare e di malattia aterosclerotica evidente, la produzione di ROS 
fosse aumentata e potesse determinare una perdita della capacità dei sistemi 
citoprotettivi antiossidanti di rispondere adeguatamente al danno cellulare indotto 
dallo stress ossidativo. Dal nostro studio è emerso che i soggetti a rischio elevato 
rispetto ai soggetti a rischio intermedio presentano un maggior grado di 
perossidazione lipidica, confermata dall’osservazione di una più elevata 
concentrazione plasmatica di liso-PC. Concordemente in questi soggetti si è 
osservata una riduzione dei livelli plasmatici di GSH e dell’espressione genica di 
Nrf2 nei LMC circolanti (parametri indiretti di difesa cellulare antiossidante).  
Alla dimostrazione di un maggior grado di stress ossidativo, nei soggetti a rischio 
elevato si accompagna il riscontro di un maggior grado di infiammazione come 
dimostrato dal significativo aumento dei livelli di hs-PCR rispetto ai soggetti a rischio 
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intermedio. Va comunque sottolineato che anche nei soggetti a rischio intermedio i 
livelli medi di hsPCR risultavano superiori al livello soglia di basso rischio, pari a 1 
mg/L. L’espressione genica di IkBa, parametro indiretto di attivazione del fattore di 
trascrizione NF-kb si è dimostrata più elevata nei soggetti a rischio elevato rispetto a 
rischio intermedio, a conferma di uno “stato proinfiammatorio” più accentuato in 
questi soggetti.  
In conclusione i dati di questo studio evidenziano che esiste una fascia di 
popolazione (a Rischio intermedio, con un basso rischio a 10 anni), con evidenza di 
aterosclerosi subclinica ed un pattern “infiammatorio” per la quale è necessario 
intervenire precocemente indipendentemente dai livelli del calcolo del rischio 
cardiovascolare. 
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6 CONCLUSIONI 
Con questa tesi si voleva approfondire la relazione patogenetica stress ossidativo – 
infiammazione - disfunzione endoteliale - malattia aterosclerotica precoce, con 
l’aspettativa di individuare markers bioumorali, molecolari e strumentali di danno 
vascolare precoce. 
Dall’analisi dei risultati ottenuti con i due studi, siamo portati a trarre le seguenti 
conclusioni: 
1. Soggetti esposti ai comuni fattori di rischio cardiovascolare (singolo o multipli) 
e/o con malattia aterosclerotica già clinicamente evidente, presentano un 
grado di stress ossidativo di entità diversa in funzione del grado di 
esposizione al singolo fattore o all’associazione di più fattori. Ciò sostenuto 
da un aumento dei prodotti di per ossidazione lipidica a livello plasmatici (ox-
PAPC e liso-PC) 
2. la risposta cellulare allo stress ossidativi, misurata indirettamente con l 
dosaggio plasmatici del GSH e l’espressione genica del fattore di trascrizione 
Nrf2, risulta essere aumentata in presenza anche di un solo fattore di rischio 
cardiovascolare (quale, il fumo di sigaretta). 
3. quando il grado di stress ossidativo risulta essere elevato, si osserva una 
riduzione della risposta antiossidante (come nei grandi fumatori o nei soggetti 
con elevato rischio cardiovascolare). 
4. in tutti i gruppi di soggetti studiati si è osservato un aumento di hs-PCR e GB 
(markers circolanti di infiammazione), proporzionale al grado di esposizione 
al singolo fattore (grandi fumatori) e al rischio cardiovascolare globale. 
5. Lo stesso comportamento della hs-PCR, si è osservato per l’espressione 
genica di IkBa. 
6. Soggetti giovani  con esposizione al singolo fattore di rischio cardiovascolare 
(il più diffuso nella popolazione giovanile, il fumo di sigaretta), presentano già 
disfunzione endoteliale e aumento IMT carotideo. Analogamente i soggetti a 
rischio cardiovascolare intermedio presentano in circa il 90% dei casi malattia 
aterosclerotica carotidea, di cui nel 30% dei casi in fase precoce (aumento 
IMT senza placche aterosclerotiche) 
 
Alla luce di queste conclusioni, sarebbe auspicabile, che ulteriori parametri 
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vengano introdotti nelle tabelle di valutazione del rischio cardiovascolare per una 
più efficace prevenzione primaria. 
Sicuramente la valutazione della disfunzione endoteliale e la misurazione 
dell’IMT carotideo sono due parametri di grande importanza. Infatti, entrambi 
sono alterazioni vascolari precoci potenzialmente reversibili, nonché un loro 
miglioramento si associa ad una riduzione del rischio cardiovascolare. 
Tra i markers di stress ossidativo, che possono essere più agevolmente misurati 
in vivo potrebbero essere presi in considerazione: hs-PCR e markers di 
perossidazione lipidica (liso-PC). 
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7 TABELLE E FIGURE 
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TABELLA 1A. PARAMETRI INFIAMMATORI E CONCENTRAZIONI DI GSH NEI  
PAZIENTI NON FUMATORI, FUMATORI E GRANDI FUMATORI 
 *P<0.01 vs non fumatori; †P<0.01 vs fumatori. 
 
 
 
 
 
NON 
FUMATORI 
(n = 32) 
 
FUMATO
RI 
 
(n = 32) 
 
GRANDI 
FUMATORI 
(n = 26) 
 
P 
 
Globuli 
6279.6+965.3 6776.8+970.4* 
 
7800.8±881*† 
 
<0.01 
 
Neutrofili 
2825.3+751.7 3713.7+1441.6* 
 
4821.8±754*† 
 
<0.01 
 
Linfociti 
(mmc) 
1856.6+365.3 2186.4+656.5 
 
2024.5±411 
 
ns 
 
Monociti 
(mmc) 
+171.0 +168.5 
 
411.7±181 
 
ns 
 
hs-PCR 
(mg/L) 
0.07 
+0.15* 
 
3.5+0.33*† 
 
<0.01 
LMC GSH (ng/mg cell 
protein) 0.22 0.21* 
 
1.1+0.13*† 
 
<0.01 
 
Plasma GSH  (µmol/L) 0.71 0.47* 
 
3.2+0.38*† 
 
<0.01 
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FIGURA 1A. VASODILATAZIONE FLUSSO-MEDIATA NEI SOGGETTI NON 
FUMATORI, FUMATORI  E GRANDI FUMATORI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LEGENDA: FMD=vasodilatazione flusso-mediata. I dati sono espressi come 
media+DS; *P<0.01 vs non fumatori; †P<0.01 vs fumatori. 
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FIGURA 2A. SPESSORE INTIMA-MEDIA A LIVELLO CAROTIDEO NEI 
SOGGETTI NON FUMATORI, FUMATORI E GRANDI FUMATORI 
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Legenda: IMT= spessore intima-media; i dati sono espressi come media+DS; 
*P<0.01 vs  non fumatori; †P<0.01 vs fumatori 
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FIGURA 3A. CONCENTRAZIONE PLASMATICA DI POVPC, PGPC E PEIPC IN 
SOGGETTI NON FUMATORI, FUMATORI E GRANDI FUMATORI  
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Legenda : i dati sono espressi come media+DS;*P<0.01 vs non fumatori; †P<0.01 
vs fumatori. 
POVPC= 1-palmitoyl-2-(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-3-phosphorylcholine 
PAPC= 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine 
PEIPC= 1-palmitoyl-2-epoxyisoprostane-sn-glycero-3-phosphorylcholine 
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FIGURA 4A. CONCENTRAZIONE DI POVPC, PGPC E PEIPC SULLE 
MEMBRANE DEI LMC CIRCOLANTI IN SOGGETTI NON FUMATORI, FUMATORI 
E GRANDI FUMATORI  
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Legenda : i dati sono espressi come media+DS;*P<0.01 vs non fumatori; †P<0.01 
vs fumatori. 
POVPC= 1-palmitoyl-2-(5-oxovaleroyl)-sn-glycero-3-phosphorylcholine 
PAPC= 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine 
PEIPC= 1-palmitoyl-2-epoxyisoprostane-sn-glycero-3-phosphorylcholine 
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FIGURA 5A. ESPRESSIONE GENICA DEI LMC CIRCOLANTI IN SOGGETTI NON 
FUMATORI, FUMATORI E GRANDI FUMATORI  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
LEGENDA: : i dati sono espressi come media+DS 
L’mRNA dell’IkB-a è stato analizzato mediante PCR Real Time, come descritto  nei 
Materiali e Metodi ed è stato normalizzato per i livelli di mRNA della b-actina; IkB-a= 
inibitore di NF-Kb; 
Nrf2= NF-E2-related factor 2;g GCS. G-glutamil-citeina sintasi 
*p<0,01 verso non fumatori 
+ p<0,01 verso fumatori 
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 TABELLA 1B: FATTORI DI RISCHIO CARDIOVASCOLARE E PRESENZA DI 
ATEROSCLEROSI NEI DUE GRUPPI DI PAZIENTI 
 
 
 
 
 
 
 
 
RISCHIO 
INTERMEDIO 
(n=16) 
 
RISCHIO 
ELEVATO 
(n=21) 
 
P 
 
 
Ipertensione arteriosa  
 
12/16, (75%) 
 
18/21, (85,7%) 
 
n.s. 
 
Fumo di sigaretta 
 
4/16, (28,6%) 
 
4/21, (19%) 
 
n.s. 
 
Dislipidemia 
 
9/16, (56,5%) 
 
17/21, (81%) 
 
n.s.. 
 
Obesità (BMI>30) 
 
5/16, (31,3%) 
 
8/21, (38,1%) 
 
n.s. 
 
Diabete mellito 
 
0/16 
 
10/21, (47%) 
 
<0,05 
 
Familiarità 
 
10/16, (62,5%) 
 
7/21, (33,3%) 
 
n.s. 
Aterosclerosi 
Coronarica  
 
0/16 
 
9/21, (42%) 
 
<0,05 
Aterosclerosi Carotide  
e/o Arti inferiori 
0/16 6/21, (28,4%) <0.05 
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FIGURA 1B. PATOLOGIA CAROTIDEA PAZIENTI A RISCHIO CARDIOVASCOLARE 
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FIGURA 2B. CONCENTRAZIONE  PLASMATICA DI hs-PCR NEI DUE GRUPPI DI 
PAZIENTI 
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FIGURA 3B. CONCENTRAZIONE PLASMATICA DI Liso-PC NEI PAZIENTI A 
RISCHIO CARDIOVASCOLARE 
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FIGURA 4B. CONCENTRAZIONE PLASMATICA GSH NEI PAZIENTI A RISCHIO 
CARDIOVASCOLARE INTERMEDIO ED ELEVATO 
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FIGURA 5B. ESPRESSIONE GENICA NRF2 NEI PAZIENTI A RISCHIO 
CARDIOVASCOLARE INTERMEDIO ED ELEVATO 
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FIGURA 6B. ESPRESSIONE GENICA IKBa NEI PAZIENTI A RISCHIO 
CARDIOVASCOLARE INTERMEDIO ED ELEVATO 
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